感音難聴の克服に向けた新規治療薬の開発に関する研究 by 山口 太郎 & Yamaguchi Taro
氏 名 
学 位 の 種 類 












平成 29 年 3 月 22 日 
課程博士（学位規則第４条第１項） 
感音難聴の克服に向けた新規治療薬の開発に関する研究 
主査 檜井 栄一 
副査 金田 勝幸 
副査 小川 数馬 
副査 中西 猛夫 
副査 猪部  学
 
学位論文要旨 
Most of sensorineural hearing impairment, which causes the inner ear dysfunction, is irreversible and has become a 
serious social problem of global dimensions because there is no treatment of sensorineural hearing impairment.  
Under physiological conditions, maintenance of the potassium ion concentration in the endolymph by gap junction 
in the cochlear lateral wall is important for hearing.  We found using noise-induced hearing impairment model mice 
and primary cultures of spiral ligament fibrocytes that intense noise exposure produced disruption of gap junction 
through oxidative stress-induced connexin degradation prior to hair cell damage.  Therefore, the collapse of ion 
balance in the inner ear through degradation of connexin is one of the causes of hair cell damages.  Moreover, we 
identified that β-catenin is a cytoplasmic adaptor protein of gap junction composed of connexins, which are 
internalized and degraded by calcium-sensitive cysteine proteases, calpains.  In addition, calpain inhibitors 
prevented disruption of gap junction, noise-induced hearing impairment and noise-induced hair cell loss.  Taken 
together, the disruption of gap junction by oxidative stress is involved in one of the pathogenesis of sensorineural 










































4-HNE曝露による calpain 活性への影響：4-HNE 曝露後各経過時間のらせん靭帯由来培養細胞におけ
る α-fodrinタンパク質についてウエスタンブロッティングを行い、タンパク質分解酵素である calpain
および caspaseの活性変動を解析した。 
4-HNE 曝露による Cx43 分解および GJ-IC の破綻への calpain の関与：calpain 阻害薬 PD150606（10 
μM）および vehicle は、4-HNE 曝露 30 分前に曝露した。4-HNE 曝露 30 分後の Cx43 減少に対する
PD150606（10 μM）前処置の影響についてウエスタンブロッティングにより解析した。また、4-HNE 
60 分曝露後の GJ-IC機能低下に対する PD150606 前処置の影響を dye-transfer assayにより解析した。 
② in vivo における解析 
音響曝露後らせん靭帯における GJ-IC 破綻に対する PD150606 の効果：PD150606 を音響曝露直後に
内耳局所投与し、曝露後 7日における SLについて GJ-ICの破綻が未処置レベルまで回復するか否か
について FRAP assayを用いて解析した。内耳局所投与は 1 μl/min の速度で計 5 μl投与した。 
音響曝露後の聴力悪化および蝸牛有毛細胞死に対する PD150606 の効果：マウスに 8 kHz octave band 
noise、110 dB SPLsを 1時間曝露した後、PD150606を内耳局所投与し、その 1、2、5、7日後におけ
る聴力を ABR により測定した。次に、音響曝露 7 日後に摘出した蝸牛について phalloidin 染色法を
用いて蝸牛有毛細胞死に対する PD150606の効果について解析した。 
【結果】 











4-HNE 曝露による Cx43 の局在への影響：4-HNE（10 μM）曝露は、時間依存的に曝露 10 分後から
60 分後まで Cx43 タンパク質レベルを約 40%減少させた。また、曝露 10 分後において、4-HNE と
Cx43 の共局在が増加し、曝露 30、60分後において細胞膜付近から Cx43 が消失することが明らかに





4-HNE曝露による calpain 活性への影響：細胞骨格タンパク質である α-fodrinは、タンパク質分解酵
素である calpain や caspase の基質として知られ、calpain 由来の分解産物（145 kDa）、caspase 由来の
分解産物（120 kDa）、両者共通の分解産物（150 kDa）を生じる。4-HNE曝露 10 分後において 150、
145 kDa の分解産物の有意な増加が認められた。しかしながら、4-HNE 曝露は、少なくとも曝露 60
分までに 120 kDa の分解産物に影響を及ぼさなかった。4-HNE 曝露は、calpain 由来の α-fodrin の分
解を増強することから、4-HNE 曝露後のらせん靭帯由来培養細胞において caspase ではなく calpain
を活性化させることが示唆された。 
4-HNE曝露による Cx43分解および GJ-ICの破綻への calpain の関与：その結果、vehicleを前処置し
た細胞では、4-HNE曝露によって Cx43 が 40%程度まで減少した。それに対して、PD150606（10 μM）
前処置は、4-HNE曝露による Cx43 減少を有意に抑制した。また、dye-transfer assayの結果、4-HNE
を曝露した細胞では劇的に GJ-IC の機能低下が認められるのに対し、PD150606 前処置は、この 4-
HNE曝露による GJ-IC の機能低下を抑制することが明らかとなった。 





音響曝露後の聴力悪化および蝸牛有毛細胞死に対する PD150606 の効果：音響曝露は、12、20 kHzの
周波数において直後から劇的に聴覚閾値を上昇させ、その変動値は、それぞれ約 60、70 dB であっ
た。また、曝露 7日後における聴覚閾値変動は 12、20 kHz で 40-60 dBであった。Vehicle 内耳局所
投与は音響曝露のみの聴覚閾値変動に影響しなかったのに対し、PD150606内耳局所投与は、曝露直
後から 2 日目までは聴覚閾値の上昇を抑制しなかったが音響曝露 7 日後における聴覚閾値の上昇を
有意に抑制した。音響曝露後 vehicle を内耳局所投与したマウスでは、多くの蝸牛有毛細胞死が認め
られるのに対し、PD150606処置群では有毛細胞死が vehicle 処置群の約 75%にまで減少した（vehicle: 






















せん靭帯における gap junction-mediated intercellular communication (GJ-IC) の機能低下を引き起こし
た。続いて、GJ-IC の機能低下に 4-HNE が関与するか否かを明らかにする目的で、蝸牛外側壁らせ
ん靭帯線維細胞培養系の GJ-IC に対する 4-HNE 曝露の影響を解析した。その結果、4-HNE 曝露後、
著明な GJ-ICの機能低下、connexin (Cx) の細胞内局在変化および分解、calpainの活性化が生じ、こ
れらの現象はいずれも PD150606 前処置により完全に消失した。さらに、音響曝露後、calpain 阻害
薬 PD150606 を内耳内局所投与した結果、音響曝露による GJ-IC の機能低下および聴覚障害はいず
れも著明に改善した。 
 以上の研究成績は、蝸牛外側壁障害が感音難聴治療におけるプライマリターゲットであることを
示し、さらに、calpain 阻害薬を用いた感音難聴治療の進歩に貢献できると考えられる点で評価でき
るため、審査委員会は本論文が博士（薬学）に値すると判断した。 
